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Abstrakt 
Effekten af hydrostatisk tryk på udviklingen fra æg til nauplii for Acartia tonsa blev undersøgt med 
henblik på at bestemme hvordan klækningssucces og naplii fitness påvirkes. Trykscenarier af 22 
timers varighed blev udført ved henholdsvis 5, 10, 25, 50, 100 og 500 atm på æg med en alder på 
højst 5 timer. Efter trykpåvirkning blev æg og nauplii optalt efter 0, 24 og 48 timer, hvor 
klækningsprocent, svømmeadfærd og deformiteter for nauplii blev noteret.  
Resultaterne viste en statistisk signifikant forskel i gennemsnitsværdierne for antal klækkede nauplii 
mellem nogle trykscenarier (p<0,05). Prøven ved 5 atm var forskellig fra 25, 50, 100 og 500 atm, 
mens 10 atm var forskellig fra 500 atm. Observationer viste yderligere at nogle nauplii klækket 
under højere trykscenarier end 5 atm udviste ændring i svømmeadfærd og/eller var deforme. Prøver 
der udviste en høj procentdel af nauplii med ændret svømmeadfærd samt deformiteter blev fundet 
ved 10, 25 og 500 atm. Ved 50 og 100 atm, udvistes der ligeledes deformiteter og ændringer i 
svømmeadfærd, men ikke i så høj grad som ved førnævnte scenarier. Prøver der var udsat for et tryk 
på 5 atm syntes normale. 
Klækningssucces for æg, samt fitness af klækkede nauplii faldt med stigende tryk, hvilket indikerer 
at hydrostatisk tryk har en skadelig indvirkning på æg og naupliers levedygtighed. 
 
Abstract 
The effects of hydrostatic pressure on the development from eggs to nauplii of Acartia tonsa were 
studied to determine how hatching success and fitness of nauplii were affected. Pressurizing 
conditions of 22 hour durations were conducted at 5, 10, 25, 50 100 and 500 atm, on eggs no older 
than 5 hours. After ended pressurized conditions, eggs and nauplii were counted at 0, 24 and 48 
hours, where hatching success, swimming behaviour and deformities for nauplii were observed. 
The results showed a statistically significant difference in mean values for the percentage of 
hatched nauplii between some pressurizing conditions (p < 0.05). The samples at 5 atm differed 
from 25, 50, 100 and 500 atm, whereas the samples at 10 atm differed from 500 atm. Observations 
revealed that some nauplii hatched under higher pressures than 5 atm showed a change in 
swimming behaviour and/or were deformed. Samples that showed a high percentage of nauplii with 
a changed behaviour or deformities were found at 10, 25 and 500 atm. At 50 and 100 atm 
deformities and behavioural changes were also observed, but to a lesser extent as the 
aforementioned samples. Samples exposed to the 5 atm condition appeared normal.  
Egg hatching success and fitness of hatched nauplii declined with increasing pressure, which 
indicates that hydrostatic pressure has a damaging effect on the viability of eggs and nauplii. 
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1 Formål 
 
Projektets formål er at undersøge hvordan subitane æg af copepodarten Arcatia tonsa (A. tonsa) 
tolererer forskellige hydrostatiske trykniveauer. A. tonsa er en neritisk copepod, der findes i de 
øverste 200 m i vandsøjlen. Vi forventer derfor ikke at arten tolererer tryk, der i væsentlig grad 
overstiger 20 atm. Nauplii udklækket fra delayed-hatching æg, vil have mindre chance for at 
migrere op til de øvre vandlag, hvis æggene gydes over store dybder. Ved trykforhold væsentligt 
større end 20 atm, forventes det at påvirkningerne på æggene er for store til at der kan produceres 
levedygtige nauplii.  
 
Projektet er inspireret af to studier, Yoshiki et al. (2006) og Yoshiki et al. (2008), der beskriver 
forsøg udført med copepodæg og hydrostatisk tryk.  
Yoshiki et al. (2006) undersøgte den hydrostatiske trykpåvirkning på den embryonale udviklingstid 
af æg af copepodarten Calanis sinicus (C. sinicus). Æggene blev udsat for 4 forskellige 
trykscenarier (1, 10, 50 og 100 atm), ved 6 forskellige temperaturer (5, 8, 10, 15, 20 og 25oC). 
Trykket blev gradvist øget over en periode på 100 min, hvorefter det pågældende trykniveau blev 
holdt stabilt under resten af eksperimentet. Resultaterne viste, at et hydrostatisk tryk ikke påvirker 
æggenes udviklingstid – men derimod succesen for ægklækning, der faldt som trykket øgedes. 
Størstedelen af nauplii klækket under høje tryk (10, 50 og 100 atm) var deforme. Æg af C. sinicus 
kan tolerere op til 10 atm, hvilket betyder at æggene ikke vil overleve, hvis ikke de klækker inden 
for de første 100 m af vandsøjlen (Yoshiki et al., 2006).  
 
Yoshiki et al. (2008) undersøgte hydrostatisk tryks effekt på embryonaludviklingen af C. sinicus. 
Æggene blev undersøgt under to forskellige trykscenarier; ved et hurtigt trykfald på 10 atm/min og 
ved et ved et gradvist fald på 0,1 atm/min. Æggene blev undersøgt enkeltvis i deres 1 cellede, 2 
cellede, 4 cellede, 16 cellede, blastula og limb-bud stadier. Klækningssuccesen blandt de forskellige 
blastomerstadier viste ikke synlige forskelle under trykbetingelser. Frekvensen af deforme nauplii 
var lav i de tidlige udviklingsstadier og høj i de senere udviklingsstadier for begge trykscenarier. 
Dog var frekvensen af deforme nauplii højere ved gradvist øget tryk, i forhold til det pludselige fald 
i tryk – et gradvist fald i tryk er altså mere skadeligt for æg af C. sinicus, end et hurtigt faldende 
tryk (Yoshiki et al., 2006). 
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Eftersom begge studier tager udgangspunkt i en japansk copepodart, ønskes det i dette projekt at 
undersøge hvorvidt en art der findes i danske farvande tolerere forskellige hydrostatiske tryk, ved at 
undersøge klækningssuccesen, samt udviklingen af nauplii hos den valgte copepod, A. tonsa. 
Subitane æg fra en kultur med A. tonsa vil blive udsat for forskellige hydrostatiske tryk (Jf. afsnit 3, 
Metode), for at kunne vurdere hvornår trykket skaber en høj nok stressfaktor til at æggene enten 
ikke klækkes eller at de udklækkede nauplii ikke er levedygtige. 
 
 7 
2 Introduktion 
 
Når et biologisk system udsættes for et øget tryk, vil der forekomme en kompression af systemet, 
hvor volumen reduceres. Det øgede tryk kan enten hæmme, fremme eller ingen effekt have på de 
biologiske processer, alt afhængigt af hvor stor en volumenændring systemet udsættes for. Ifølge Le 
Chateliers princip vil ligevægten for et system søge at minimere effekten af forstyrrende ydre 
faktorer, såsom et stigende tryk. Tryk påvirker derfor både ligevægten og reaktionshastigheder, der 
afhænger af systemets volumen og de volumenændringer der forekommer under selve reaktionen. 
Reaktioner med negativt volumen forløber hurtigere når trykket øges, hvorimod reaktioner med et 
positivt volumen i stedet hæmmes. Fysiske og kemiske parametre såsom temperatur og pH kan dog 
minimere effekten af et øget eller faldende tryk (Pradillon & Gaill, 2007).  
 
Hydrostatisk tryk i akvatiske miljøer, vil gradvist øges ca. 1 atm for hver 10. meter ned i vandsøjlen 
– alt afhængigt af vandets temperatur og densitet (Macdonald, 1997; Pradillon & Gaill, 2007).   
 
Hydrostatisk tryk menes at spille en rolle i henhold til arternes adaption til det omkringliggende 
miljø, hvor organismer i akvatiske miljøer gennem evolution har tilpasset sig bestemte trykforhold 
for at kunne overleve og fungere optimalt. Trykforhold udover det normale, har vist at kunne 
generere stress hos organismer, der ikke er adapteret til det givne trykniveau. Studier har vist at 
organismer der udsættes for et højere tryk end normalt bl.a. udskiller større mængder af heat shock 
proteiner, der ofte er involverede i generelle stresssituationer (Pradillon & Gaill, 2007). 
 
Organismer, der normalt lever på lavt vand, har udvist ændringer af deres svømmeadfærd efter 
udsættelse for et gradvist øget tryk. En hurtig ændring af trykniveauet op til 100 atm, resulterer i 
krampagtige bevægelser hos lavvandsarter af krebsdyr efterfulgt af en fase med relativ normal 
adfærd. Trykforhold højere end 100 atm har vist en tiltagende immobilitet hos de lavvandede 
organismer, først reversibelt og derefter irreversibelt, hvilket resulterer i permanente skader hos 
organismerne (Macdonald, 1997).  
 
Arter af krebsdyr indsamlet på moderate vanddybder, har ikke udvist svækkelse af de motoriske 
aktiviteter ved hurtige ændringer af trykniveauet. Disse har endvidere heller ikke udvist synlig 
sensitivitet ved udsættelse for et gradvist øget tryk – i modsætning til arter fra lavt vand. Ved høje 
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trykbetingelser forekommer der en reducering af disse arters motoriske aktiviteter (Macdonald, 
1997).   
 
Nogle dybvandsarter har i højere grad udvist krampetrækninger i forhold til deres lavvandede 
søsterarter ved udsættelse for hurtige trykændringer. Andre arter af krebsdyr fra dybt vand, syntes 
døde efter indsamling fra større dybder, men fortsætter deres normale adfærd efter udsættelse for 
trykbetingelser på niveau med deres oprindelige miljø. Denne generhvervelse af svømmeadfærd 
forekom efter minutter til timer (Macdonald, 1997).  
 
Dybhavsarter har ydermere udvist normal aktivitet, ved trykniveauer der kan immobilisere deres 
lavvandede genparter, betydende at forskellige arter må have tilpasset sig bestemte dybder og 
dermed forskellige niveauer af tryk. Undersøgelser af tolerancen for højt tryk hos dybhavsarter har 
vist at nerve– og muskulære systemer er en vigtig del af denne type adaption (Macdonald, 1997). 
 
Copepoder, der tilhører kategoriseringen zooplankton, udsættes ligesom alle andre akvatiske 
organismer for varierende trykniveauer under deres livsforløb. Copepoder udgør en vigtig del af det 
marine miljø, hvor de fungerer som fødegrundlag for mange arter (Mauchline, 1998;Hickman et al., 
2006). 
 
 
Figur 2.1 Udbredelseskort over A. tonsa fra 1999 (Razouls et al., 2005-2009). 
 
A. tonsa er en invasiv art der findes i de danske farvande, og som oprindeligt stammer fra det Indo-
pacifiske havområde. Denne copepod er en invasiv art, der findes mange steder i verden (Jf. figur 
2.1). Arten lever hovedsageligt i neritiske områder og findes primært i vandsøjlen fra havoverfladen 
og ned til 200 meters dybde (Mauchline, 1998; Kurashova, 2009). 
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Æg af A. tonsa gydes direkte i vandsøjlen.  Når æg forlader hunnens genitale somite, er de aflange 
eller tilnærmelsesvis pæreformede og fastklæbet til hinanden. Efter få minutter vil de separeres og 
blive runde, hvorefter æggets ydremembran vil undergå kitinisering (Mauchline, 1998).   
 
Copepodæg, der gydes frit i vandsøjlen kan inddeles i to typer; subitane æg og hvileæg (hvorunder 
æg med delayed hatching tilhører) (Sullivan & McManus, 1986). Subitane æg klækkes efter en 
kortvarig embryogenese. Æg med delayed hatching oplever derimod en afbrydelse af 
embryogensen, hvor æggenes metabolisme sænkes (Marcus, 1996; Ianora & Santella, 1991). Her 
kan æggene ligge i sedimentet indtil gunstige forhold fremkommer, eller de kan forblive i denne 
tilstand og vil ikke udvikle sig videre.  
Sæsonskifte er den mest indflydelsesrige faktor på dannelsen af hvileæg, idet temperatur og 
lysmængde ændres med årstiderne. Både temperatur og lysmængde er afgørende faktorer der bl.a. 
påvirker fødemængden (Uye & Fleminger, 1976). Sæsonskifte påvirker derfor ægproduktionen, da 
antallet og størrelsen af æggene er proportionel med størrelsen af hunnerne (Mauchline, 1998).  
 
Når subitane æg udsættes for ændringer i deres miljø, f.eks. sæsonskifte hvor der er mindre lys og 
dermed mindre føde, kan disse opføre sig som en type hvileæg. Ved en tilbagevending til gunstigere 
forhold, vil udviklingen af disse æg ofte fortsætte uforstyrret, og de klækkes som nauplii inden for 
den normale klækningstid (Mauchline, 1998).  
Ægproduktionen af A. tonsa er størst når hunnerne bliver udsat for mørke – og ved en temperatur på 
15 ºC vil en hun producere 18 – 26 æg per dag (Mauchline, 1998).   
 
Studier omkring embryonets udvikling i ægget, samt de forskellige stadier der undergåes før 
klækningen er sparsomme. Kun få arters embryonaludvikling er blevet beskrevet i detaljer, og 
blandt disse er A. tonsa ikke at finde. Derfor beskrives embryonaludviklingen for en beslægtet 
copepodart Paracalanus crassirostris (P. crassirostris). P. crassirostris, der udover at være en 
calanoid copepod, også gyder æggene frit i vandsøjlen ligesom A. tonsa (Mauchline, 1998).   
 
Embryonaludviklingen af P. crassirostris forgår over ti stadier, fra det nylagte encellede æg til den 
fuldt formede nauplius (Jf. figur 2.2).  Hele denne proces finder sted ved 29-30°C og er 4-5 timer 
om at blive bragt til ende (Yang, 1977).  A. tonsa har en klækningsperiode på 24-48 timer ved 20°C 
(Tester, 1985). 
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Figur 2.2 Illustration af de forskellige stadier P. crassirostris embryonet går igennem før klækning. A: 
det nylagte æg. B: 2-celle. C-D: 4-celle. E: 8-celle. F: 16-celle. G-H: 32-celle. I-J: Gastrulaformation. 
K-L: ingen synlig struktur. M-N: Nauplius formes. O: Ydre membran brister. P: Indre membran 
udvides. Q: Nauplius strækker lemmerne. R: Indre membran brister og nauplius er udklækket (Yang, 
1977). 
 11 
Embryogenesen er en kompleks proces, der kan være meget sårbar overfor ændringer i det 
omgivende miljø. Sådanne ændringer kan hæmme eller helt afbryde embryogenesen ved at inducere 
apoptose i embryonet. Mange mekanismer kan inducere disse ændringer, og flere studier har 
behandlet forskellige områder der berører denne problemstilling.  
Flere studier tyder på, at stoffer produceret af kiselalger kan have en skadelig effekt på 
copepodembryoner (Romano et al., 2003; Poulet et al., 1994; Yoshiki et al., 2008). Embryoner 
udsat for aldehyder, produceret af skadende diatomer, har vist at have en apoptoseinducerende 
effekt, der vil hæmme raten af klækkede æg (Romano et al., 2003). Den skadelige effekt ses ikke 
kun når æggene direkte udsættes for stofferne, men også når hunnerne fodres med diatomer 
(Romano et al., 2003; Poulet et al., 1994). Celleudviklingen blokeres hos embryonerne, og 
resulterer i meget unormale strukturelle udviklinger af æggene (Poulet et al., 1994).   
 
A. tonsa har en stor tolerence for temperatur- og salinitetsændringer, da den som en estuarieart 
udsættes for meget skiftende forhold i løbet af året (Sørensen et al., 2007). Æg der blev holdt ved 
lave temperaturer (2-3°C) over en periode på 11 måneder udviste en høj levedygtighed, dog faldt 
levedygtigheden for æggene jo længere de var under kolde forhold (Drillet et al., 2005).  
 
Lave oxygenniveauer i miljøet kan forsinke embryonaludviklingen for A. tonsa i nylagte æg, der 
dog efterfølgende kan klækkes når oxygenkoncentrationen hæves (Lutz et al., 1994). Samme studie 
fandt yderligere, at tolerancen overfor anoxiske forhold er større i fuldt udviklede end i nylagte æg 
(Lutz et al., 1994).  
 
Få studier har undersøgt effekten af trykændringer på embryonets udvikling, men to studier ligger 
grund til hypotesen om at trykændringer kan have en begrænsende effekt på klækningssuccesen af 
copepodæg (Yoshiki et al., 2006; Yoshiki et al., 2008). Yoshiki et al. (2006) fandt, at 
klækningsraten for C. sinicus faldt med stigende tryk, og konkluderede at æg af C. sinicus ikke ville 
klækkes udenfor dybder mellem 0 og 100 meter (Yoshiki et al., 2006). Et yderligere studie af 
samme art viste, at æg der klækkedes ved høje tryk havde større andel af misdannede nauplii end 
æg holdt ved lave tryk. Disse misdannelser observeredes især ved trykpåvirkninger under blastula 
og limb-bud stadierne (Yoshiki et al., 2008). Misdannelserne af nauplierne resulterede i hæmmede 
bevægelser (Yoshiki et al., 2008). 
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A. tonsa er indtil nu aldrig blevet undersøgt med henblik på at bestemme effekten af trykændringer 
på æg. A. tonsa er i mange forhold en meget robust art, der har en stor tolerance for variationer i 
salinitet (fra 1 til 72‰) og temperatur (fra -1 til 32˚C) (Cervetto et al., 1999; González, 1974).  
 
3 Metode 
 
A. tonsa blev opdyrket og holdt som kultur i en 32 L rund tank, (34cm diameter, 35cm højde), 
indeholdende saltvand med en salinitet på 30‰. Saliniteten blev jævnligt kontrolleret med et 
håndholdt refraktometer, model REF 201.  Kulturen blev holdt ved en konstant temperatur på 17°C, 
eftersom at de fleste nordiske studier af A. tonsa bliver foretaget ved denne temperatur, og kan 
derfor sammenlignes med hinanden på dette grundlag (pers. com. B. W. Hansen, 2009).   
 
Kulturen blev dagligt fodret med 200 mL Rhodomonas salina algesuspension, som blev dyrket ved 
en konstant temperatur på 17°C, som beskrevet i Støttrup et al. (1986). Tanken, indeholdende 
kulturen blev desuden renset regelmæssigt med en bundrenser, der opsamler fæces, dødt organisk 
materiale, samt æg fra tankens bund. 
 
Æggene opsamlet med bundrenseren, blev filtreret gennem et 200 µm net, og videre gennem en 70 
µm net. Dette blev gjort for at filtrere dødt organisk materiale og feces fra, samt for at minimere 
forureningen af histofage ciliater i prøverne. Æggene i 70 µl net, blev renset med 30‰ saltvand, der 
var ekstrafiltreret gennem GF/C Filter 47 mm Ø med en netstørrelse på 0,4 µm, for derefter at blive 
iltet. Denne behandling var med til at minimere forekomsten af histofage ciliater, der blev vasket ud 
gennem nettet, samt for at frigøre sammenklæbede æg fra hinanden.  
I opstarten af forsøget blev der ikke filtreret nyt vand dagligt, og som følge af dette blev der 
observeret en kontamination af histofage ciliater i prøverne. Metoden blev derfor ændret til daglig 
saltvandsfiltrering og grundig rengøring af sprøjtefæasker og petriskåle. 
Æg der ikke blev benyttet i eksperimentet blev opbevaret ved 4oC, i 50 mL PP-Test rør 
indeholdende ekstrafiltreret saltvand som reserve i tilfælde af at kulturen skulle kollapse. 
 
Copepodkulturen blev den forudgående dag for et forsøg, fodret med 300–400 mL algesuspension, 
for at sikre at produktionen af æg ville være så høj som muligt. Algesuspensionen havde 
eksponentielt voksende algekurver, med en slutkoncentration på 0,8 – 1,0  106 celler pr. mL. 
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På dagen, for selve forsøget blev tanken omhyggeligt rengjort, hvorefter vandet fik lov til at 
bundfælde i ca. 30 minutter. Efterfølgende blev bunden omhyggeligt renset, og tiden blev noteret. 
Efter 2–3 timer blev bunden atter rengjort med bundrenseren, for at opsamle æg, og disse æg blev 
anset for at være nylagte og derfor brugbare til forsøget. Æggene blev filtreret og behandlet som 
beskrevet ovenover. 
50 æg (±2) blev pipetteret over i 8 petriskåle, hvoraf 2 var kontrolprøver, mens de resterende 6 
prøver var replikater for et enkelt trykscenarie. Indholdet af petriskålen blev herefter overført til en 
10 ml præparatflaske med teflonmembran og en omrøringsmagnet i bunden. Omrøringsmagneten 
havde til formål at holde iltniveauet ens i hele prøven.  
Overførslen fra petriskål til glasflaske skete gennem en glastragt, hvor bunden af petriskålene, og 
selve tragten efterfølgende blev skyllet med ekstrafiltreret saltvand (30‰) for at sikre at alle æg 
blev overført. Endeligt blev glasflaskerne lukket med teflonmembranen, hvorefter låget blev skruet 
på – dette blev gjort for at undgå luftbobler inde i flaskerne. Teflonmembranerne var tidligere 
blevet testet for utætheder, ved at placere to flasker indeholdende henholdsvis methylblåt og 
saltvand ved 100 atm tryk. Derefter blev det kontrolleret, om det omgivende vand i trykkammeret 
var steget i salinitet eller var blevet farvet. Teflonmenbranen udviste ingen utætheder og var derfor 
egnet til forsøget.  
 
 
Figur 3.1 Trykmaskiner (A) og et af trykkamrene (B) brugt under forsøget. 
A B 
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Glasflaskerne blev placeret i trykkammer (Jf. figur 3.1B), der efterfølgende blev fyldt med 
demineraliseret vand og lukket. Herefter blev trykkammeret monteret på en af de to D Series 
Syringe pumper, modellerne 100DM og 500D (Jf. figur 3.1A). Temperaturen på vandet i 
trykkammeret, blev målt både før og efter forsøget for at sikre at temperaturen tilnærmelsesvis var 
den samme som i laboratoriet. Magneterne blev sat til omrøring med en hastighed på ca. 100 rpm. 
Den maksimale tid fra gydning af æg, til start af trykscenarie var 5 timer, for at sikre at ingen af 
æggene kunne tænkes at klække inden de blev sat under tryk. De 2 kontrolprøver blev placeret i en 
refritherm ved 24°C under hele forsøget. 
 
Der blev valgt i alt 6 trykscenarier, på henholdvis 5, 10, 25, 50, 100 og 500 atm, der blev udført ved 
en temperatur på ca. 24°C. Hvert forsøg blev udført 2 gange, så der i alt var 12 replikater og 4 
kontroller for hvert af de 6 trykscenarier.   
 
Under selve trykscenariet blev prøverne udsat for et gradvist øget tryk fra 0,7 atm til det ønskede 
tryk over en 3 timers periode. Trykket blev holdt i 16 timer, hvorefter det over en 3 timers periode 
gradvist blev sænket til 0,7 atm igen. Grunden til at starttrykket var 0,7 atm, i stedet for 1 atm, var 
at maskinen kun kunne starte ved et lettere undertryk på 0,7 atm. Det samlede trykscenarie varede i 
22 timer, samt 5 timers forberedelse, og hele forsøgslængden nåede derfor op på 27 timer. 
 
Prøverne blev efter endt trykscenarie overført til petriskåle med en diameter på 9 cm. 
Præparatflaskerne blev skyllet med filtreret saltvand (30‰), for at sikre at alle æg blev overført. 
Kontroller og replikater blev talt indtil at der var opnået en optællingsmargin på maksimalt ±2 ægs 
forskel mellem optællingerne. Forekomsten af nauplii og æg blev noteret sammen med 
bemærkninger om specielt udseende af nauplii, udsædvanlig svømmeadfærd af nauplii, samt 
eventuel forekomst af histofage ciliater (i anden replikation fandtes ikke histofage ciliater). 
Endvidere blev særligt usædvanlige tilfælde fotograferet med en Leica DMIRB DG 300F 
kameramikroskop opstilling. De talte nauplii blev frasorteret og præserveret i 2% lugol til senere 
undersøgelser. Prøverne blev efter endt tælling sat i refritherm ved 24°C, og æg samt nauplii blev 
talt igen efter 24 og 48 timer ved samme fremgangsmåde. 
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4 Resultater  
 
Alle data der blev indsamlet under første delsæt af forsøget er påvirket af histofage ciliater. Disse 
prøver er derfor ikke sammenlignelige med data indsamlet under andet delsæt, da histofag ciliaterne 
er skyld i et stort tab af æg i de ramte prøver.  Resultaterne der fremlægges her er derfor baseret på 
anden replikation af forsøget, hvor metoden inden blev ændret for at undgå histofage ciliater. 
Undtagelsen heraf er prøver og kontroller for 5 atm, der blev lavet før ændringer i arbejdsmetoden 
blev foretaget. Data der ligger til grund for de statistiske test kan findes i Appendiks I–VI.  
 
Klækningssucces 
Klækningssucces er en faktor i bestemmelsen af, om trykpåvirkning har en indflydelse på 
ægudviklingen. Antal klækkede nauplii blev talt op for alle prøver og kontroller, og der bestemtes 
hvorvidt prøverne var signifikant forskellige fra deres tilsvarende kontroller. Denne sammenligning 
blev udført med en t-test, hvor der ses om de to middelværdier for hvert trykscenarie var 
forskellige. Resultaterne for denne test er opsummeret i tabel 4.1 (Jf. Appendiks I for datatabeller). 
 
Tabel 4.1 Resultater for t-test sammenligning af prøver og kontroller. P-værdier samt signifikans er angivet. 
 prøve sdprøve kontrol sdkontrol p Signifikans 
5 atm 33,8 5,41 49 5,66 p<0,02 Ja 
10 atm 25,5 2,43 24,33 3,51 p>>0,05 Nej 
25 atm 20,5 6,63 33 5,66 p>0,05 Nej 
50 atm 23 2,28 35 5,66 p<0,01 Ja 
100 atm 20,83 3,13 31 1,41 p<0,01 Ja 
500 atm 14,17 8,64 34 5,66 p<0,05 Ja 
 
Det ses, at ved 10 og 25 atm er prøverne ikke signifikant forskellige fra deres kontroller. Disse data 
for antallet af klækkede nauplii er repræsenteret på figur 4.1, og på figur 4.2 hvor 
klækningsprocenten er indtegnet. 
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Figur 4.1 Antallet af klækkede nauplii med standartafvigelser indtegnet. Det ses, at ved 
10 og 25 atm er prøverne ikke signifikant forskellige fra deres kontroller.  
 
Figur 4.2 Procentdelen af klækkede nauplii ud af de oprindelige 50 æg i hver prøve og 
kontrol. I kontrollerne er der i gennemsnit klækket 69% æg, mens prøverne i gennesnit 
har 45% klækkede æg.  
 
Antallet af klækkede nauplii er generelt højere i kontrollerne end i prøverne, gennemsnitligt 
klækkes 69% af kontrolæggene mod 45% af æggene udsat for tryk. 
 
Prøver og kontroller blev undersøgt for, om der var signifikant forskel gruppen imellem, ved at 
sammenligne dataene i en one-way ANOVA. Prøver og kontroller blev behandlet i hver sin analyse, 
hvor resultaterne ses i tabel 4.2 og 4.3 (Jf. Appendiks II og III for datatabeller). 
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Tabel 4.2 ANOVA-tabel for sammenligning af prøverne. Der er signifikant forskel på variansen mellem prøverne. 
Source of variation SS df s2 F 
Between 1275,47 5 255,1 9,08 
Within 843,49 30 28,1  
Total 2118,97 35   
 
Tabel 4.3 ANOVA-tabel for sammenligning af kontrollerne. Der er signifikant forskel på variansen mellem 
kontrollerne. 
Source of variation SS df s2 F 
Between 750,1 5 150,1 6,79 
Within 154,7 7 22,1  
Total 905,1 12   
 
Både prøver (F5,30=9,08 , p<0,01) og kontroller (F5,7=6,79 , p<0,05) viser signifikant forskel i 
varianserne.  
For at bestemme hvilke trykscenarier der er forskellige behandles dataene i en Tukey-test, hvor der 
bestemmes hvilke middelværdier der afviger med p<0.05 (Jf. Appendiks IV og V for Tukey-
testtabeller). 
Testresultater for prøver: 
5 atm er forskellig fra 25, 50, 100 og 500 atm. 
10 atm er forskellig fra 500 atm. 
Testresultater for kontroller: 
5 atm er forskellig fra 10 og 100 atm. Alle andre prøver er ikke signifikant forskellige. 
 
Tab af æg 
Efter første tælling af prøver og kontroller lige efter udtagelse fra tryk, observeredes et lavere antal 
nauplii og æg i prøverne end i kontrollerne (se figur 4.3 og 4.4). Kontrollerne viser et lavt fald af æg 
i forhold til de 50 hver kontrol startede med. Prøverne viser et større fald og færre klækkede æg. 
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Figur 4.3 Samlet antal æg og nauplii i prøverne lige efter udtagelse fra tryk. 
 
 
Figur 4.4 Samplet antal æg og nauplii i kontrollerne lige efter udtagelse fra tryk.  
  
Figur 4.5 Procentdelen af æg der er forsvundet efter tredje optælling 48h efter prøverne 
blev udtaget fra tryk.  
 
Figur 4.5 viser hvor mange æg der er gået tabt efter tredje tælling 48 timer efter prøverne blev taget 
fra tryk. Det ses fra figur 4.3 og 4.5 at en del af de forsvundne æg er gået tabt efter prøverne er taget 
fra tryk.   
Prøverne bliver overført fra trykflasker til petriskåle, og her kan en overførselsfejl opstå. I  
gennemsnit mistedes 3,5 æg pr prøve ved denne overførsel, svarende til 7% (Jf. appendiks VI). 
Denne fejlmargin forklarer kun en del af de tabte æg, så andre faktorer må overvejes (Jf. afsnit 5, 
Diskussion).  
 
Nedsat fitness af nauplii 
Døde og dårlige nauplii blev registreret under tælling af prøver og kontroller, og sat i følgende 
kategorier: ”døde”, ”krampende”, ”abnormal svømmeadfærd”, ”deforme”. Nogle illustrative nauplii 
blev overført til kameramikroskop med henblik på fotografering. Et udvalg af disse billeder kan ses 
på figur 4.6 og 4.7. Da det er vanskeligt at se naupliernes kramper på fotografierne, er projektet 
vedlagt en CD, hvorpå der findes en filmmontage af udvalgte nauplii (Se bagomslag for CD). 
Denne illustrerer nogle af effekterne ved trykændringer. På CD’en findes desuden flere billeder end 
vist i rapporten. 
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Figur 4.6 Billeder af nauplii efter trykpåvirkninger. A) 5 atm, nauplius virker normal. B) 10 atm, 
nauplius kramper. C) 10 atm, nauplius kramper. D) 25 atm, nauplius deform. E) 25 atm, nauplius 
kramper. F) 50 atm, nauplius er deform og kramper. G) 50 atm, nauplius kramper. H) 50 atm, 
Nauplius kramper svagt. 
A 
C 
B 
D 
E F 
G H 
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Figur 4.7 Billeder af nauplii efter trykpåvirkninger. A) 100 atm, nauplius er deform. B) 100 atm, 
nauplius er deform. C) 500 atm, nauplius kramper kraftigt. D) 500 atm, nauplius kramper kraftigt. E) 
500 atm, nauplius kramper og er deform. F) 500 atm, nauplius er død. 
 
Observationerne nauplii fitness kan ses samlet på figur 4.8 og 4.9, hvor procentdelen af dårlige 
nauplii for hver enkelt prøve og kontrol er vist. Procentdelen for dårlige nauplii er udrenget på 
baggrund af total antal klækkede nauplii. 
 
A 
E 
B 
F 
C D 
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Figur 4.8 og 4.9 Fordelingen af døde og dårlige nauplii over trykscenarierne. De to figurer er ens og ses fra to 
forskellige vinkler. 
 
Observationerne for de dårlige nauplii er samlet på figur 4.10, hvor gennemsnitsværdierne for 
prøver og kontroller kan ses. Kontrollerne viser få dårlige nauplii, hvor prøverne har en større 
procentdel. Prøverne viser at nauplierne får det værre med stigende tryk, med oscillationer ind 
imellem. Lavest fitness ses ved 10 og 500 atm. 
  
 
Figur 4.10 Gennemsnit af dårlige nauplii i prøver og kontroller. Standartafvigelser er vist 
for hvert gennemsnit. 
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5 Diskussion 
 
Den opstillede hypotese (Jf. afsnit 1, Formål) forsøges besvaret ved en gennemgang og diskussion 
af de opnåede resultater.  
 
Resultaterne viser, at der ved 10 og 25 atm scenarierne ikke er signifikant forskel mellem 
trykprøverne og deres kontroller. Ved 25 atm overlapper standardafvigelserne for de to gennemsnit 
en anelse (Jf. figur 4.1), hvilket er grunden til at de ikke kan opfattes som forskellige. t-testen for 25 
atm gav en p-værdi på 0,056, og selvom den ikke er signifikant, er den meget tæt på grænsen på 
0,05. Variansen mellem prøverne kan tænkes at kunne sænkes hvis forsøget blev gentaget med flere 
replikater i både prøve og kontrol. I dette forsøg var n = 6 ved alle scenarier, og det kan overvejes at 
øge dette tal ved en eventuel gentagelse af opstillingen. Et større n vil, hvis ikke sænke variansen, 
bringe mindre usikkerhed på målingerne. Få replikater gør resultaterne mere sårbare overfor prøver 
der ligger langt udenfor middelværdien, hvor der ved mange replikater er større chance for at 
identificere f.eks. fejlmålinger. Desuden vil sammenligning af to eller flere sæt målinger give mere 
præcise resultater, da der kan ses om der er store afvigelser mellem samme trykscenarie. Desværre 
kunne det første sæt målinger ikke bruges grundet histofage ciliater i ægprøverne. 
 
Trykscenariet på 10 atm er mere problematisk, da prøve og kontrol har næsten samme middelværdi 
på hhv. 25,5 og 24,33 klækkede nauplii, eller cirka 50%. Problemet opstår her, da prøven ikke 
virker høj eller lav i forhold til de andre prøver, mens kontrollen umiddelbart er noget lavere end de 
andre kontroller (Jf. figur 4.2). Den lave klækning i kontrollen kan skyldes mangelfuld fodring 
dagen før æghøstning. Dette skyldtes en nystartet algekultur, der fandtes i begrænset volumen, og 
samtidig var meget fortyndet. Resultater tyder på at fødemangel kan inducere copepoderne til at 
producere æg med delayed hatching (Drillet et al., Unpublished), hvilket kan være en influerende 
faktor i dette tilfælde. Vi mener dog at en produktion delayed hatching æg også ville observeres ved 
en tilsvarende nedgang i klækningssucces i prøven, der ligger hvor den forventes i forhold til de 
andre prøver. Figur 5.1 viser procentdelen af klækkede nauplii for første delsæt, hvor der var 
problemer med kontamination af histofage ciliater. Det blev besluttet ikke at bruge første delsæt til 
de statistiske beregninger, netop på grund af den fejlmargin histofag ciliaterne giver. Selvom 
histofag ciliaterne har haft stor indflydelse på tabet af æg og nauplii i disse prøver, ses det at der 
klækkes flere nauplii i kontrollen end i prøven for 10 atm. Dette tyder på at den lave klækning der 
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ses i kontrol for 10 atm i andet delsæt, ikke skyldes forsinket klækning, men nærmere en dårlig 
kontrol. Flere faktorer kan være årsager til dette. Kontrollen kan være blevet fejlbehandlet under 
forsøget, fejlopbevaret, nogle æg kan være gået tabt ved spild eller lignende. Det er dog ikke muligt 
at finde den præcise fejlkilde til den lave kontrol. 
 
 
Figur 5.1 Klækningssucces for første sæt målinger, hvor der var problemer med 
histofage ciliater. Selvom der er store udsving i tallene mellem trykscenarierne, 
kan der ses at der klækkes flere nauplii i kontrollerne end i prøverne. De store 
udsving skyldes histofage ciliater.  
 
Ved sammenligning mellem trykscenarierne blev resultaterne kørt gennem en one-way ANOVA og 
en Tukey test. Kontrollerne ved 5 atm var signifikant forskellig fra 10 og 100 atm, men ingen af de 
andre kontroller var forskellige fra hinanden. Det er med andre ord kun kontrollen for 5 atm der 
skiller sig ud i denne sammenligning. Denne kontrol havde den højeste klækningssucces af alle, 
98%, mod et gennemsnit på 69%. Dette skyldes sandsynligvis at 5 atm scenariet blev udført 14 dage 
før de andre scenarier blev sat i gang. Æggene brugt til 5 atm stammer derfor fra et andet batch end 
dem brugt til de resterende trykscenarier. Æg fra 5 atm prøven viser også en høj klækning i forhold 
til de andre prøver, men det er svært at vurdere om det skyldes forskellen i batch, forskellen i tryk, 
eller en kombination af begge. Prøven for 5 atm er ikke signifikant forskellig fra 10 atm, men er 
forskellig for alle andre scenarier. Dette tyder på en nedgang i klækningssucces med tryk.  
Anderledes er det med 10 atm prøven, der viser en klækningssucces på 51%. Den er signifikant 
forskellig fra 500 atm, der har en klækningssucces på 28% (Jf. figur 4.2). Der ses her en betydeligt 
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forskel af klækkede nauplii mellem 10 og 500 atm. 25, 50 og 100 atm er ikke signifikant 
forskellige. Der kan konstateres en faldende trend i klækningssucces ved stigende tryk.  
 
Udover at måle klækningssuccesen, observerede vi et tab af æg under forsøget. Figur 4.3 og 4.4 
viser antallet af æg og nauplii der blev talt op lige efter udtagelse fra trykkammeret. Ved 
kontrollerne er der ikke mistet mange æg, men i prøverne danner der sig et andet billede. Ved en 
overførselstest blev det bestemt at tabet af æg lå på 3,5 æg eller 7% i gennemsnit. Som det ses på 
figur 4.3, er det kun 10 og 50 atm der er tæt på disse tal. Alle andre prøver viser at der er tabt flere 
æg end der kan forklares ved overførselsfejl. Disse æg må nødvendigvis være gået til grunde under 
trykpåvirkningen af prøverne.  
Figur 4.5 viser antallet af tabte æg efter prøverne har stået til inkubation i 48 timer. Her ses et endnu 
større tab, end da prøverne kom fra trykkammeret. Dette tab ligger mellem 11% for 10 atm til 50% 
for 500 atm. Et stort tryk viser dermed et stort tab af æg under inkubationen, hvilket kan tyde på at 
æggene er blevet ødelagt under trykpåvirkningen, og derefter nedbrydes under inkubationen.  
 
Yoshiki et al. (2006) og Yoshiki et al. (2008) påviste i deres studier at hydrostatisk tryk har en 
indvirkning på udviklingen af æg, samt har en effekt på, hvor mange æg der klækkes. Yoshiki et al. 
(2006) fandt at hydrostatisk tryk ikke havde en indvirkning på selve udviklingstiden af C. sinicus, 
da denne syntes at være styret af temperaturen. Derimod viste deres studie, at tryk hæmmede 
klækningssuccesen af C. sinicus’ æg. De æg der ikke var klækket under høje trykscenarier blev 
undersøgt, og de stadigt levende æg blev herefter inkuberet ved normalt atmosfærisk tryk, men 
æggene klækkede aldrig (Yoshiki et al., 2006).   
 
Yoshiki et al. (2008) beskrev hvordan en pludselig trykforøgelse (10 atm/min) var mindre skadelig 
for embryonaludviklingen af C. sinicus, end et gradvist stigende tryk (0,1 atm/min). Frekvensen af 
deformitet var højere ved det gradvise trykscenarie i forhold til scenariet med en pludselig stigning 
af det hydrostatiske tryk. I dette eksperiment blev æggene af A. tonsa udsat for lignende 
trykscenarier, eftersom en forøgelse af trykket til f.eks. 5 atm og 500 atm skete over samme 
tidsperiode på 180 min. Dette betyder at ved trykstigning til 5 atm, blev trykket gradvist øget med 
0,028 atm/min, hvorimod trykket ved 500 atm scenariet blev øget med 2,8 atm/min. Den højeste 
rate hvormed trykket øges er dog stadig ikke lige så hurtig som beskrevet i Yoshiki et al. (2008). 
Hvis tilfældet er det samme for A. tonsa, som med C. sinicus, burde der observeres en større 
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skadelig effekt ved 5 atm scenariet end ved 500 atm scenariet. Ved dette forsøg var nauplii ved 500 
atm dog betydeligt dårligere end ved 5 atm. Ved 10 atm (0,056 atm/min) observeredes den 
næsthøjeste andel af dårlige nauplii, hvilket kan understøtte den skadelige effekt af en langsom 
trykstigning.  
 
Macdonald (1997) beskrev at arter af krebsdyr udviste ændringer af deres svømmeadfærd, efter 
behandling med gradvist øget tryk. Endvidere blev der beskrevet, at organismerne efter behandling 
med pludselig forøgelse i tryk, udviste kramper efterfulgt af en fase med relativ normal adfærd 
(Macdonald, 1997).  A. tonsa trives normalt ned til 200 m dybde (Kurashova, 2009), hvor det 
hydrostatiske tryk når ca. 20 atm. Under forsøget nåede det hydrostatiske tryk helt op på 500 atm, 
hvilket er langt højere, end hvad A. tonsa normalt udsættes for.  
Jo højere trykket blev under forsøget, desto større var andelen af observerede nauplii med ændret 
svømmeadfærd. Der blev observeret nauplii med nedsat svømmehastighed, som ikke udviste 
flugtrespons. Ved højere tryk blev der observeret en tiltagende andel af nauplii med kramper, og 
nauplii som svømmede i ring som et resultat af morfologisk deformitet. Disse ændringer af adfærd, 
samt deformitet kan have en effekt på levedygtigheden af nauplii, da disse vil have nedsat evne til at 
kunne flygte fra predatorer. 
 
Macdonald (1997) beskriver dog kun tryks påvirkning af voksne arter af krebsdyr, og kan derfor 
ikke helt sammenlignes med dette forsøg, eftersom at vi beskæftiger os med organismer tidligt i 
deres livsforløb. Dog kan det sammenlignes i den forstand, at der ses en tiltagende immobilitet og 
ændring hos adfærden af nauplii – på samme måde som beskrevet hos de voksne organismer i 
Macdonald (1997). Yoshiki et al. (2008) beskrev at deformitetsfrekvensen af klækkede nauplii var 
lav ved trykpåvirkninger i de første cellestadier og høj ved påvirkninger i senere blastula- og limb-
bud-stadier for både gradvise og pludselige trykscenarier. Dette kan forklare hvorfor der blev 
observeret levedygtige nauplii ved 500 atm tryk, hovedsageligt fundet efter 24 og 48 timer. 
Observationerne tydede på, at jo længere tid der gik før at æggene klækkede efter tryk, jo færre 
deformiteter havde nauplii. Skaderne på nauplii, kan derfor have en sammenhæng med hvornår de 
enkelte æg blev behandlet med tryk. I de tidlige celle-stadier, er det sandsynligt at ægget bedre kan 
tolerere trykpåvirkningen, frem for når det er et differentieret embryon der udsættes for tryk.  
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Macdonald (1997) beskrev at trykforhold højere end 100 atm resulterede i tiltagende 
immobilisering hos arter af krebsdyr - først reversibelt, dernæst irreversibelt med permanente 
skader til følge (Macdonald, 1997). Der observeredes, som før nævnt, tiltagende immobilisering hos 
nauplii af A. tonsa jo højere tryk æggene blev udsat for. Nauplii klækket fra æg, der havde været 
behandlet med 500 atm udviste i høj grad deformiteter og ændringer af svømmeadfærd. Der blev 
dog også observeret nauplii, som ikke viste tegn på at have været påvirket af det høje tryk.  
Yoshiki et al. (2008) definerer normale nauplii som dyr hvor forreste par svømmeben stikker frem 
fra den forreste del af nauplius, så at den svømmer effektivt og med rolige svømmetag (Jf. figur 
5.2A). Deforme nauplii har derimod ofte deres forreste par svømmeben liggende fladt langs med 
kroppen (Jf. figur 7.2B).  
 
 
Figur 5.2 A) Normal nauplius med fremad strakte svømmeben. Det ses at nauplius er pænt symmetrisk (DTU 
Aqua, 2009). B) Deform nauplius udtaget fra 500 atm tryk viste stærkt forringet svømmeadfærd (Eget foto). 
 
Motorikken er ligeledes hæmmet, således at der er en reducering i svømmeafstand grundet nedsat 
effektivitet af bevægelser (Yoshiki et al., 2008).  Deformiteter kan være svære at identificere, men 
som udgangspunkt er det når nauplii begynder at udvise abnormal svømmeadfærd (Yoshiki et al., 
2008). Nauplii der klækkes under øget tryk eller efter et endt trykscenarie vil have en højere risiko 
for at deformitet sammenlignet med nauplii klækket under normale forhold (Yoshiki et al., 2006).  
 
De fire opsatte kategorier for abnormale nauplii (”død”, ”krampe”, ”abnormal svømmeadfærd” og 
”deform”), blev benyttet til at estimere procentdelen af dårlige nauplii. Som det ses af figur 5.3, er 
andelen af dårlige nauplii stigende med øget tryk. 
 
A B 
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Figur 5.3 Grafen viser, at en stigende del af de klækkede nauplii har en lav fitness 
ved stigende tryk. Ved kontrollerne ses en konstant andel af dårlige nauplii. 
 
Hvis figur 5.3 sammenlignes med figur 4.5, kan der ses, at et stort antal forsvundne æg korrelerer 
med en stor andel dårlige nauplii. Det tyder på at tryk påvirker æg i negativ retning, hvor de enten 
går til grunde eller der er stor risiko for at nauplius udvikling påvirkes.  
 
Temperatur spiller en stor rolle i udvikling af A. tonsa (Leandro et al., 2006). Æg og nauplii 
udvikles langsommere ved lave temperaturer end ved udsættelse for høje temperaturer. Det kunne 
tænkes at hvis æg blev sænket under tryk ved en lavere temperatur, ville embryonaludviklingen 
foregå langsommere – og dermed vil der måske kunne observeres mindre deformitet og bedre 
overlevelse af nauplii – end hvis æg blev sænket under tryk ved en højere temperatur. 
 
Deforme nauplii med forringet svømmeadfærd vil ofte dø efter et par dage (Yoshiki et al., 2008), og 
det kan være svært at præservere nauplii i lugol, da de ved kontakt med væsken kramper og trækker 
sig sammen. Dette kan gøre det vanskeligt at opbevare de deforme nauplii beregnet på senere 
undersøgelser. 
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5.1 Fejlkilder  
 
Overførselsfejl: Under overførslen af æg fra petriskål til glasflaske, var der en risiko for at nogle æg 
kunne gå tabt - enten som følge af at de blev siddende i petriskålen eller i den tragt der blev brugt til 
at overføre dem fra skål til glas. Denne fejlkilde blev forsøgt mindsket ved at skylle skål og tragt 
med ekstrafiltreret saltvand (30‰) for at få alle tilbageværende æg ned i glassene. Den samme 
risiko var til stede ved tilbageførsel af æg fra glas til petriskål efter endt trykpåvirkning. Her blev 
fejlkilden atter forsøgt mindsket ved at skylle glas og omrøringsmagneter, for at få alle æg overført. 
For at estimere hvor mange æg der kunne gå tabt, blev der foretaget 10 overførsler på samme måde 
som under eksperimentet. Først blev 50 æg overført fra petriskål til glasflaske indeholdende 
omrøringsmagnet – herefter blev indholdet af glasflasken ført tilbage i en petriskål, hvor flasken og 
omrøringsmagneten blev skyllet med saltvand. Herefter blev æggene atter talt. Optællingerne blev, 
ligesom optællingerne under forsøget, accepteret indenfor en margin på ±2 (for resultaterne for hver 
optælling jf. Appendiks VI). 
I gennemsnit bliver der tabt 3,5 æg per prøve. Det svarer til 7% af æggene der mistes ved overførsel 
til glasflaskerne og tilbage i petriskåle. Fejlkilden vurderes ikke til at have haft stor indflydelse på 
de endelige resultater.  
 
Histofage Ciliater: Det første delsæt af resultater indeholdt histofage ciliater, der fortærede æg og 
immobiliserede nauplii.  Dette kan betyde at optællingerne af æg og nauplii ikke er præcise da 
nogle kan være gået tabt. Kontaminationen med histofage ciliater kan skyldes at der i den første 
halvdel af undersøgelsesforløbet ikke blev filtreret nyt vand hver dag, hvilket har givet mulighed for 
at vandet blev inficeret med histofage ciliater. I anden halvdel af forsøget blev nyt vand filtreret 
hver dag, og de benyttede sprøjteflasker blev rengjort med 70% ethanol inden opfylding med 
ekstrafiltreret saltvand (30‰). Herefter blev der ikke observeret histofage ciliater i hverken prøver 
eller kontroller. De statiske beregninger blev derfor kun lavet på prøverne udført efter 
metodeændringen, for derved at udelukke ciliatfejlkilden. Dog blev den brugte prøve for 5 atm lavet 
inden metodeændringen, så sammenligningen af denne med de andre trykscenarier skal tages med 
et vist forbehold. 
 
Problemer omkring æglægning: I starten af forløbet blev copepoder overført til fem-liters kander, 
fodret og stillet mørkt i 2-3 timer for at give dem tid til æglægning. Dette viste sig dog at give 
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problemer, da copepoderne ikke lagde æg nok til at starte to forskellige trykscenarier. Dette blev 
forsøgt afhjulpet ved at lade æglægningen foregå i den tank hvor copepoderne opbevaredes. Denne 
blev grundigt rengjort og bunden blev renset for de æg der var blevet lagt i tanken i løbet af natten, 
hvorefter copepoderne blev fodret godt og ladt i ro i ca. 2-3 timer. Derefter blev bunden på tanken 
igen renset for æg og disse kunne så benyttes til forsøgene. Ved at bruge denne metode risikeres det 
at den indledende bundrensning for at fjerne ældre æg ikke er grundig nok og at der derfor kan 
forekomme æg ældre end 2-3 timer imellem de æg der benyttes til forsøgene. Denne fejlkilde blev 
ikke vurderet til at være alvorlig da enkelte ældre æg ikke burde have en betydende indflydelse på 
de endelige resultater.  
 
Forstyrret klækningstid: Konkurrence mellem copepoderne, hvis der er for mange i tanken eller 
ikke nok føde tilgængelig, kan måske betyde, at der blev lagt æg der har brug for længere tid til at 
klække end de ca. 72 timer forsøgene udføres på (Drillet et al., unpublished; Camus & Zeng, 2008). 
Da vi ikke har observationer på copepodernes densitet i tanken, er det svært at vurdere om sådanne 
æg forekommer i prøverne, og hvis det er tilfældet, hvor mange der så er tale om. Derfor blev det 
antaget, at sådanne æg ikke forekom i prøverne. Skulle det alligevel være tilfældet vil disse have 
haft indflydelse på nøjagtigheden af resultaterne. 
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6 Konklusion 
 
Projektets formål var at klarlægge hvordan A. tonsa tolererer forskellige hydrostatisk tryk, ved at 
undersøge klækningssucces, samt om tryk påvirker udviklingen af nauplii.  
Forsøget blev udført ved at placere glasflasker indeholdende æg under forskellige trykscenarier, 
hvorefter æg og nauplii blev optalt og klassificeret. Klækningssuccesen faldt med stigende tryk, 
med signifikant forskel mellem 10 atm og 500 atm (p < 0,05). Andelen af dårlige nauplii steg ved 
tiltagende tryk, med højeste antal i prøverne for 500 atm (42%). Der observeres et stigende tab af 
æg med stigende tryk, hvilket kan korreleres med det stigende antal af dårlige nauplii.  
På baggrund af resultaterne og observationer af dette studie kan vi konkludere at hydrostatisk tryk 
har en indvirkning på klækningssuccesen og nauplii fitness af A. tonsa. Vi forventede ikke at se 
klækkede nauplii ved de højeste trykscenarier, men dette viste sig ikke at være tilfældet. I stedet 
blev der observeret, at en stor andel af de klækkede nauplii havde svære skader ved de høje tryk. 
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7 Perspektivering 
 
I efterfølgende studier er der nye undersøgelsesområder der kunne være interessante at tilføje, og en 
mere dybdegående undersøgelse af forskellige tryk scenarier end det har været muligt i dette projekt 
kunne også være interessant.  
 
Den eksperimentelle del af projektet kunne udbygges ved at tilføje flere trykscenarier, så der herved 
kunne dannes et mere konkret indblik i ved hvilke tryk hyppigheden af misdannede nauplii øges og 
klækningstid- og succes ændres. Det kunne endvidere være interessant at udsætte æg i forskellige 
udviklingsstadier for de forskellige tryk, for at se hvor stor indflydelse et ægs udviklingsstadie har 
for dets tilpasning til stigende hydrostatisk tryk. Allerede udklækkede nauplii kunne også udsættes 
for forskellige tryk scenarier, for at undersøge hvor godt disse kan tilpasse sig trykændringer. 
 
I dette projekt stoppes optællingen af tidsmæssige årsager efter 48 timer. For at opnå en bedre 
klækningssucces kunne denne periode med fordel forlænges da der stadig efter 48 timer er æg 
tilbage der virker levedygtige. Det optimale ville være at fortsætte tællingen til alle æg er klækket 
eller gået til.  
 
En anden del af undersøgelsen det kunne være interessant at ændre på, er hastigheden hvorved de 
forskellige tryk opnås. I dette forsøg opnås alle tryk på tre timer, hvilket giver en stor forskel på 
hvor stort et tryk æggene gradvist udsættes for. Dette kunne derfor ændres til at alle tryk 
eksempelvis opnås ved at øge trykket med 0,1 atm i minuttet, så æggene udsættes for samme 
gradvise stigning. Det kunne i den forbindelse være interessant at følge æggenes udvikling med et 
kamera efter samme metode som Yoshiki et al. (2006). 
 
En anden mulighed kunne være at sammenligne trykscenarier med to forskellige hastigheder i 
trykstigningen efter samme metode som Yoshiki et al. (2008), da dette giver et bedre overblik over 
om det er selve trykket eller hastigheden hvormed trykket opnås, der påvirker klækningssuccesen 
og naupliernes levedygtighed. 
 
Et lignende eksperiment kunne også vælge at variere tiden hvormed æggene var under tryk, med 
eksempelvis 12, 24, 36 og 48 timer, og dermed se på forskellen i klækningssucces samt hvorvidt 
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nauplii er i stand til at klække under tryk. Dette kunne gøres efter samme metode som Yoshiki et al. 
(2006), hvilket vil give et mere realistisk billede af hvordan klækningssucces og antal af deforme 
nauplii vil være in vivo. I dette projekt blev det fravalgt grundet den begrænsede tidsperiode. 
 
Undersøgelserne kunne også udvides til at inkludere flere copepodarter inden for samme familie, 
for at undersøge hvordan de forskellige arter ville reagere på den samme trykbehandling. 
Forskellen mellem en estuarie art, så som A. tonsa, og en dybvands art kunne også være interessant 
at sammenligne da disse lever under forskellige forhold og derved kunne have forskellige 
tilpasningsevne til hydrostatisk tryk   
 
De forskellige andre betingelser i undersøgelsen, såsom salinitet, temperatur og lys, kunne 
endvidere varieres i fremtidige undersøgelser for at bedømme disses betydning for 
klækningssuccesen ved forskellige tryk.  
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9 Appendiks 
Appendiks I 
Data for klækkede nauplii i alle prøver og kontroller. Disse data er brugt til sammenligningerne 
mellem trykscenarierne og deres kontroller. Nummerering 1-6 er prøver, K1-3 er kontroller. Antal 
æg pr. prøve var oprindeligt 50 stk. 
 
5 Atm 
 Antal nauplii  Antal nauplii 
1 33 K1 45 
2 33 K2 53 
3 40  49 
4 40 SS 32 
5 26 sd 5,66 
6 31 s2 32,04 
 33,8 
SS 146,84 
sd 5,41 
s2 29,27 
 
 
 
  
10 atm 
 Antal nauplii  Antal nauplii 
1 22 K1 21 
2 25 K2 24 
3 26 K3 28 
4 27  24,33 
5 29 SS 24,67 
6 24 sd 3,51 
 25,5 s2 12,32 
SS 29,5 
sd 2,43 
s2 5,90 
 
 
 
 
25 atm 
 Antal nauplii  Antal nauplii 
1 10 K1 29 
2 21 K2 37 
3 28  33 
4 16 SS 32 
5 22 sd 5,66 
6 26 s2 32,04 
 20,5 
SS 219,5 
sd 6,63 
s2 43,96 
 
 
 
  
50 atm 
 Antal nauplii  Antal nauplii 
1 20 K1 31 
2 23 K2 39 
3 25  35 
4 26 SS 32 
5 23 sd 5,66 
6 21 s2 32,04 
 23 
SS 26 
sd 2,28 
s2 5,20 
 
 
 
 
100 atm 
 Antal nauplii  Antal nauplii 
1 19 K1 30 
2 25 K2 32 
3 16  31 
4 21 SS 2 
5 21 sd 1,41 
6 23 s2 1,99 
 20,83 
SS 48,83 
sd 3,13 
s2 9,80 
 
 
 
  
500 atm 
 Antal nauplii  Antal nauplii 
1 2 K1 38 
2 10 K2 30 
3 22  34 
4 12 SS 32 
5 26 sd 5,66 
6 13 s2 32,04 
 14,17 
SS 432,87 
sd 8,64 
s2 74,65 
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Appendiks II 
ANOVA-data for prøverne. Disse data er brugt til sammenligning af prøverne imellem. Tallene 
angiver antal klækkede nauplii fra de 50 oprindelige æg. 
 5 atm 10 atm 25 atm 50 atm 100 atm 500 atm Total 
1 33 22 10 20 19 2 
2 33 25 21 23 25 10 
3 40 26 28 25 16 22 
4 40 27 16 26 21 12 
5 26 29 22 23 21 26 
6 31 24 26 21 23 13 
 
n 6 6 6 6 6 6 36 
 33,8 25,5 20,5 23 20,83 14,17  
sd 5,41 2,43 6,63 2,28 3,13 8,64  
s2 29,27 5,90 43,96 5,20 9,80 74,65  
Σx 203 153 123 138 125 85 827 
(Σx)2 41209 23409 15129 19044 15625 7225  
Σx2 7015 3931 2741 3200 2653 1577 21117 
 
Appendiks III 
ANOVA-data for kontrollerne. Disse data er brugt til sammenligning kontrollerne imellem. Tallene 
angiver antal klækkede nauplii fra de 50 oprindelige æg. 
 5 atm 10 atm 25 atm 50 atm 100 atm 500 atm Total 
1 45 21 29 31 30 38 
2 53 24 37 39 32 30 
3 - 28 - - - - 
 
n 2 3 2 2 2 2 13 
 49 24,33 33 35 31 34  
sd 5,66 3,51 5,66 5,66 1,41 5,66  
s2 32,04 12,32 32,04 32,04 1,99 32,04  
Σx 98 73 66 70 62 68 437 
(Σx)2 9604 5329 4356 4900 3844 4624  
Σx2 4834 1801 2210 2482 1924 2344 15595 
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Appendiks IV 
Tukey test for prøverne. Brugt til at bestemme hvilke prøver der er forskellige fra hinanden. 
Sample 10 atm 25 atm 50 atm 100 atm 500 atm 
5 atm 
      
10 atm 
      
25 atm 
      
50 atm 
      
100 atm 
      
500 atm 
      
T=9,3. Prøver signifikant forskellige fra hinanden er markeret med grå baggrund.  
 
Appendiks V 
Tukey test for kontrollerne. Brugt til at bestemme hvilke kontroller der er forskellige fra hinanden. 
Sample 10 atm 25 atm 50 atm 100 atm 500 atm 
5 atm 
 
 
T=16,27 
 
T=17,82 
 
T=17,82 
 
T=17,82 
 
T=17,82 
10 atm 
  
 
T=16,27 
 
T=16,27 
 
T=16,27 
 
T=16,27 
25 atm 
   
 
T=17,82 
 
T=17,82 
 
T=17,82 
50 atm 
    
 
T=17,82 
 
T=17,82 
100 atm 
     
 
T=17,82 
500 atm 
      
T er indskrevet i tebellen. Prøver signifikant forskellige fra hinanden er markeret med grå baggrund. 
 
Appendiks VI 
Bestemmelse af overførselsfejl. Der mistes 3,5 æg i gennemsnit pr. prøve. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Før overførsel 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 
Efter overførsel 45,5 45,5 48,5 43,5 45 49 46,5 47 49 45,5 
Tabt i overførsel 4,5 4,5 1,5 6,5 5 1 3,5 3 1 4,5 
 
